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1f  cu f tu res  and sub-
Gl  appeared to  be  no t
o f  A r . a b í d o p s l s .  B i o -
G l  i s  d i s t u r b e d  i n
+ i - ^  ^ f  ^ r  - - ! ^  ^ !L r r r g  t . l r  l ) r d n t ' s  o r  G f
be ascr ibed to  the
+  m r i +  ^ h  +  c  + h ^  r r ^ r - a k e
L r r v  u y  \
ar  leve f  and a t  the
n t ê r ê q f  í - o  q l - r r Á r z  l - h a
t e - u p L a k e  m u t a n t  B I
f f e c t  o f  t h e  m u t a t i o n
n i t r a t e  a n d  c h l o r a t e .
s  su i tab le  fo r  th is
ta te  a f te r  i so fa t ion
f  ions .  Subm.erged
e and 1 t  tu rned cuc
v e  c h l o r a t e ,  c h l o r i d e
ld type.  The in f lux  o f
conc luded tha t  the
Lva len t  ions  bu t  no t
ults shov,red that sub-
: rna t ive  fo r  ce I l
1 n t s .
recent ly  a r isen  need
genet lcs  rou t ine ly
L  l ines  in  p ro to -
fo r  genet ica l  ana ly -
)  regenera ted .  Such
! r r À { - i n n c  r n À  a È ' r ^ '* . . *  
_ . . -_mo-
,  se lec t ion  o f  mu-
ren t  car ry ing  ou t  o f
re  p rospec ts  o f  ce f l
spec ies  J - ike  Az ,ab í -
r f  seeds  and v rh ich
rach nay  a lso  be
Samenvat t ing i  en  a lgenene conc lus ies
In  d i t  p roe fschr i f t  word t  een onderzoek  beschreven naar
d e  i s o l a t i e  e n  k a r a k t e r i s e r i n g  v a n  c h l o r a a t - r e s i s t e n t e  c e 1 -
l i  j n e n  e n  p l a n t e n  v a n  , 4 r a b t ' J o p s í t  t h a L i a n a  ( L .  )  H e y n h . ,  d i e
g e s t o o r d  z i j n  i n  d e  o p n a m e  o f  d e  r e d u c t i e  v a n  n i t r a a t .  T i j -
dens  he t  onderzoek  heef t  s teeds  de  toepass ing  van techn ieken
u i t  d e  w e e f s e l k w e e k  c e n t r a a l  g e s t a a n ,  m a a r  t e v e n s  i s  a a n -
dacht  geschonken aan he t  be lang i  van  he t  toe tsen op  f ) l -an tn i -
v e a u  v a n  d e  o p  c e l l u f a i r  n i v e a u  v e r k r e g e n  r e s u l t a t e n ,  z o a l s
í l ê  o ê n ê t i  q c h e  a n a l v s c  r z a n  h e t  r r r t : n f e  k a f a k t e r  v a n  V a 1 . j _ a n t e
c e l 1 i -  j n e n .
fn  hoofds tuk  I  word t  een o l 'e rz ich t  gegeven van de  hu id i -
g e  Í n z i c h t e n  m e t  b e t r e k k i n g  t o t  d e  t o e p a s s i n g  v a n  t e c h n i e k e n
u i t  de  v ree fse lkweek b i j  de  iso la t ie  van mutanten  d ie  ge-
s t o o r d  z i j n  i n  d e  s t i k s t o f a s s i r n i l a t i e  e n  d e  g e n e t i s c h e  c o n -
t r o f e  v a n  d e  n i t r a a t - o p n a m e  e n  - r e d u c t i e  i n  h o g e r e  p l a n t e n .
C e w o o n l i j k  w o r d e n  i n  p r o c e d u r e s  v o o r  d e  i s o l a t i e  v a n
v a r i a n t e n  m e t  e e n  r e c e s s i e f  k e n m e r k  h a p l o ï d e  c e l l i j n e n  c e -
produceerd  v ia  an there  cu l tu res .  In  an there  cu f tu res  van
A r a b í d o p s i s  w e r d e n  c l u s t e r s  v a n  h a p l o ï d e  c e l l e n  g e v o n d e n  i n
c a l l - i  d i e  a f k o m s t i g  w a r e n  v a n  a n t h e r e n  ( h o o f d s t u k  2 ) .  D e z e
c lus ters  werden in  de  loop van de  cu l tu re  overwoekerd  door
d i p l o i d ,  r n o e d e r l i j k  w e e f s e l .  A a n g e z i e n  z o a f s  b i j  v e e l  s o o r -
f e n  n n k  h a r l n ï d  - a L f U S  V a n  a n t h e f e n  \ / a n  A n n h i r l n n p  r l  . q  a c r r n c l  i  ou u L u v t a L è  \ - J - v e s f r v
i s  v o o r  p o l y p l o ï d i s a t Í e ,  i s  h e t  e c h t e r  o o k  d e n k b a a r  d a t  d e z e
c lus ters  in  oudere  cu l tu res  n ie t  te ruggevonden werden ten
gevo lge  van po lyp lo ïd isa t ie .  Betere  vooru i tz ich ten  oa f  he t
induceren van embryogenese in  n ic rosporen vo lgens  een r ,e tho-
de  on tv r ikke ld  voor  Brass iea  soor ten ,  omdat  van hap lo ïde
n l a n f ê n  h c k c n d  i s  d a t  z e  S t a b i e l e r  7 . i  i n  m e t  h e t r e k k i n n  + ^ +
het  chromosoom aanta f  dan hap lo Ïd  ca l lus .  Embr l 'o 's  en  de
d a a r u i t  o n t s t a n e  h a p l o ï d e  p f a n t e n  z o u d e n  e e n  a a n t r e k k e l i j k e
l a n g e  t e r r n i j n  b r o n  v a n  h a p l o Ï d e  c e l f e n  k u n n e n  v o r m e n .  U i t
an theren van dr ie  geogra f ische rassen en  een h1 'b r ide  on t -
c n r ^ + ê n  ê m h r \ r ^ - r ^ h f  i O e  S f  r r t C t t t r ê n  f ) ê  n o r q n r n n a  r z : n  q ] g 2 9r F t v r r )
s t r u c t u r e n  l a g  w a a r s c h i j n l i j k  i n  d e  m i c r o s p o r e n .  N a  h e L
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h e o i  n  r z a n  d e  i  n d r r c t i  ê  \ / Ê n  ê m h r w o o ê n e S e  O n t w í k k e l d e n  d e
c m h r r r n - a c h í - i o ê  q F f U C t U r e n  z i C h  e c h t e r  n i e t  V e r d e 1 .  t ó f  n l À n l - -u v  u  y r q r r  u
i e s .  E r  w c r c i  \ z ê r o n d e r S t e l d  d a t  f l g  o c h r r r i  k f  e  h n c r c  c o n C e n t r a -r r v f u  L v r
L i e  a a n  s u i k e r  d e  g r o e i  v o l g e n d  o p  d e  i n d u c t i e  n e g a t Í e f  b e -
i n r r l n e c l r l e  / r À n o c - i e n  c l e  a n t h e 1 . e n  V à n  l n n l  i r l n ^ s i r  e r o  k l p i nq v t  s v : J O
e n  m . ) ê i I  i  i k  t - ê  m Ê n i n r r ' l e r e n  z i  i n .  w 6 1 f l  V e f o n d e r s t e l d  d a t  e e n
r z a r Á a r ^  r r a r F i  i n i ^ o  r z A n  d e  n r n c c d r r r e  o m  d e  b a r r i è r e  i n  d e  o n t -
w i k k e l  i n o  f c  d o n r k r r e k e n  f  i  - i d r o r z c n d  2 o 1 1  ?  i  - i n  -  l ' c r w i  i l  n i e t  b e -L ' J L L ,
k e n d  w a s  o f  i n d e r d a a d  s t a b i e l e  h a p f o ï d e  p f a n t e n  v e r k r e g e n
z o u d e n  k u n n e n  w o r d e n .  D a a r o m  z o u  s e l e c t i e  o p  c h l o r a a t - r e s i s -
ten t ie  in  d ip lo ïde  schudcu l tu res  een aanvaardbaar  a f te rna-
t i e f  k u n n e n  z i j n ,  t e m e e r  d a a r  i n  N i c o t í a n a  t a b a c u m  c h l o r a a t -
r e s i s t e n L e  v a r i a n t e n  z i j n  g e ï s o l e e r d  i n  s c h u d c u l - t u r e s  v a n
a l l o d i p t o ï d e  c e l l e n .
I n  e e n  o r i ë n t e r e n d  o n d e r z o e k  n a a r  d e  e x p r e s s i e  v a n  h e t
mutante  karak ter  van ch lo raa t - res is ten te  nu tan ten  van Arab i -
, 4 n - . i c  ^ n  ^ ê l l r r l : i r  n i r z o : r r  r ^ r ó r r ] ê n  Á o  a r n a i a i a a n q a h4 É a !  r r !  v u u u ,  . - a p p e n  o p
v e r s c h i l l e n d e  s t i k s t o f b r o n n e n ,  d e  c h f o r a a t - r e s i s t e n t i e  e n  d e
o n z r r m : c + i \ r i + ê i + ê n  l . r a n a : l r l  i n  n : l  I i  - € 1 , ^ - - + i  + r . , ê ê  d ^ ê / l -u r r z ) r L ' q L L f , v r L s r L E r r  ! L f u q f ,  r !  o ! ^ u l t t J L a Y  V a l l  L w L u  y v e u
g e d e f i n i e e r d e ,  c h l o r a a t - r e s i s t e n t e  m u t a n t e n  v a n  A z , a b t  d o p s i s .
D e z e  m . u t a n t e n  w a r e n  e e r d e r  g e Ï s o l e e r d  a l s  i n L a c t e  p l a n t e n .
D e  m e e s t  o p v a l l e n d e  e i g e n s c h a p p e n  v a n  h e t  c a l l u s ,  w a a r i n  d a t
r z e r s c h i  l d p  r z a n  n l  . h F ó h  l - r a r  6 n 1 7 p 7 p n f i ê n  \ z ^ n  h o t  W i l d -
J - \ / n ê  ê n  d ê  h i l - r á á J - - ^ n n A m ê  f r r r + : n +  Ê l  ^ m  + ê  d r ^ ê i ê n  ^ ^  - i  L v - ^ +L s  Y l v s f s r r  v I '  r l r L r q a L
en he t  on tbreken van c j roe i  van  w i fd type en  de  l lR  de f ic iên te
mutant  825 rne t  res idue le  NR ac t iv i te i t  op  anmcn ium,su l faa t
a l s  s t i k s t o f b r o n  ( h o o f d s t u k  3 ) .  C a l l u s  v a n  B l -  k o n  e v e n a f s
p l a n t e n  v a n  d e  d r i e  g e n o t y p e s  o r o e i e n  o p  a m m o n i u m . s u l f a a t .
G e v r o o n l i j k  z i j n  c e l c u l t u r e s  n i e t  i n  s t a a t  a m m o n i u m  a l s  e n i g e
s t i k s f n f h r o n  t ê  c e h r r r i k e n  t c n z i i  i n t e r r n e d i a i r e n  u i t  d e  K r e b S
cyc lus  toegevoegd worden.  Het  vermogen om ammoniumsu l faa t  te
benut ten  zou een se lec t iec r i te r ium kunnen vormen in  p rocedu-
r e s  o m  m u t a n t e n ,  d i e  g e s t o o r d  z i j n  i n  d e  o p n a Í n e  v a n  n Í t r a a t ,
te  i so le ren .  i ^ ia t  be t re f t  de  res is ten t ie  tegen ch foraa t  en  de
e n z y m a c t i v i t e i t e n  v e r s c h i l d e  c a f l - u s  n i e t  s i g n Í f i c a n t  v a n  d e
p l a n t e n .  O p  e e n  m e d i u m  m e t  g e r e d u c e e r d  s t i k s t o f  ( a n i n o z u r e n )
v /as  ca1 lus  van Bf  en  825 gevoe l - iger  voor  ch lo raa t  dan op  een
rned ium net  n i t raa t .  Op een ned iun  met  aminozuren lagen de
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. tw ikke lden de
' l -  r r a r Á a r  + ^ +  n l . h l -
{ -  ê  h ^ . Í ê  ^ ^ n ^ ê n  I  r : -
r r n f i  e  n a c : +  i  o f  h a -
' ; Á ^ h e i o  a r o  l r ' l a i n
' onders te ld  da t  eer r
,  bar r iè re  in  de  onc-
i n -  t o r w i i l  n i o í -  l g -
r ' l  e n  l - o n  r r a r l z r a a o n
o n  e h  l  o r ^ : f - r ê s i  S -
' aa rdbaar  a l te rna-
. a  t a b a c u m  c h l o r a a t -
i chudcuf tu res  van
'  ê Y h r ê c c i a  r z a n  h a f
Ínu tan ten  van Arab i -
r c  i  p  i  c c n  s c h  a n n ê n  o r )
I t - r e s i s t e n t i e  e n  d e
+ i  d  r ' . h  + u r a o  a n a Á -
ê n  \ t á n  I  n n  h t '  , . l n n  o  i  -
r  i n f ^ ^ + ê  n l : h + ê n
: .  ca l1us ,  waar in  da t
r d ê n  \ r Á n  h ó +  w i  I  Á -
,  n r n a i  n i + r r :
-- *Jt '
rn  de  l lR  de f ic iên te
) anmcniumsulfaat
.n  B1 kon evena ls
anmoniumsu l  faa t  .
:  amrnonium afs enige
l i a i r e n  u i t  d e  K r e b s
r ammoni_umsul-faat te
v o r m ê n  i n  n r o c e d r l -
opnaine van nr- traat ,
p o c n  c h l o r ^ ^ l -  ê n  d e
c i  a n i  f i  n r n J -  r r : n  Á a
: i ks to f  (a rn inozuren )
n h  l  n r : r { -  Á : n  n n  a z
, * ^ .  - r  - . l n
n ^ z 1 r r ó n  l  r n a n  À a+ s ) v r r  u e
c o n c e n L r a t i e s  c h f o r a a t  w a a r b i j  d e  m u t a n t e n  n o g  k o n d e n
groe ien  tussen 2  en  6  r .È I  . Op 2  rn l l  ch lo raa t  was  de  groe isne l -
h e i d  v a n  w i l d t y p e  c a l l u s  2 Z  v a n  d i e  z o n d e r  c h f o r a a t .  I n  8 2 5 -
p l a n t e n  i s  d e  i n  u i u o  N R  a c L i v í t e i t ,  u i t g e d r u k L  a - l s  p e r c e n -
f  Ê o ê  \ z a n  d c  w i  I  d i i ' ^ ó  - ^ r  i  r ? i  + ó  i  I  l - , - d r r i  d e n d  h o c e r  d a n  d e  z nL  t  v v u u ! s u
u L t z , o  a c t i v i t e i t .  D e  i n  D í D o  a c L í v i t e i t  w o r d t  h i e r  b e s c h o u w d
a l s  e e n  m e e r  r e a l i s t i s c h  c r i t e r i u m  v o o r  d e  r e s i d u e l e  a c t i v i -
t e i - t  d a n  d e  í n  o í t r o  a c t i v i t e i t .  I n  c a l l u s  v a n  d e  n u t a n t  w a -
r e n  b e i - d e  a c t i v i t e i t e n  v e r g e l i j k b a a r  g r o o t .  D e  X D H  a c t í v i -
te i t  kon  ze f fs  g 'emeten worden zonder  de  ex t rac ten  te  zu iveren
v a n  i n a c L i v e r e n d e  f a c t o r e n ,  d i e  i n  e x t r a c L e n  v a n  p l a n t e n  i n -
f e r F e r e r e n  n e f  d p  ó h ? \ . h h ê n à t  i  n a o n  E r  L r ê r ^  n a n n n n t , , c e e r d  d a t
verwacht  kan worden da t  he t  mutante  karak ter  van D lan ten  to t
e x p r e s s i e  k o m t  i n  c e l c u f t u r e s  e n  v i c e  v e r s a .  E r  m o e t  o p  g e -
wezen v /o rden da t  de  bev ind ing  da t  w i ld type ca l lus  n ie t
a r n ^ . i ^ -  1 z : n  a n  - ^ d i u r .  m e t  n i t r a a t  a l s  d e  e n i o e  s f i k s t o f b r o nu r r r Y s  J  L f  ^ i
c o n s e q u e n t i e s  h e e f t  v o o r  d e  g e n e t i s c h e  a n a l y s e .  I ' { e t  s o m a t i -
s c h e  h ) ' b r i d i s a t i e  k a n  i n  c e f c u l t u r e s  d e  c o m p l e m e n t a t i e  v a n
m r r t a n f  ê  o Ê n ê n  h e s t U d e e r d  W o r d e n .  T n  h e l -  o ê \ r ^ l  r r a n  N R  d e f i C i -
e n t i e  k u n n e n  d e  f u s i e  p r o d u k t e n  v J a a r i n  c o m p f e m e n t a t i e  o f a a L s
v ind t  a l leen  van de  cuder l i jnen  worden ondersche iden a ls  de
h v h r i  d e n  k r r n n e n  0 1 .  O e i e n  m e t  n i t 1 .  a a t -  ^ ' l  s  e n i  o c  s J -  i  k  s l -  o f  h r o n  -L v l ! ! v l I ,
t e r w i  - i  I  c l e  o r r d e r l  r r o r h i  n r f  i  n c a n  n a l .  n a r a d r r -
- a l n e n  v o c r  g r o e r
c e e r d  s t i k s t o f  n o d i g  h e b b e n .  E r  z a I  e c h t e r  v e r w a c h t  m o e t e n
u , n r Á a -  Á r +  l - , i  ;  Á - 4 h ;  y ' . ^ e  i . ,  o o k  c o m p l e m e n t e r e n d e  C O m b i n a L i e S
n i e L  i n  s t a a t  z u f f e n  z i j n  o p  n i t r a a t  t e  g r o e i e n .  H i e r d o o r
z i j n  a n d e r e  t e c h n í e k e n  n o o d z a k e l i - j k ,  b i j v o o r b e e l d  b e p a f i n g
v a n  N R  a c t i v i t e i t  i n  v e r m o e d e l i - r k  h y b r i d e  c a l l i  n a  g r o e i  o p
n i e t - s e  f e c t i e f  m e d i u r n .
O p  b a s i s  v a n  d e  r e s u l t a t e n  d i e  b e s c h r e v e n  z i j n  i n  h o o f d -
c F r r ' r z  ?  r . 7 ó r ^  d ^ F r . c h t  o m  v o l l _ e d i o  N R  d e f i c i é n t e  c e l 1 i  i n ê n  1 êe s  '  r  f  J r r L r r  L v
i s o f e r e n  u i t  m u t a g e e n  b e h a n d e l d e  s c h u d c u l L u r e s  v a n  w i l d L y p e
( h o o f d s t u k  4 ) .  D e r g e l i j k e  c e l l i i n e n  k u n n e n  n a a r  v e r w a c h t i n g
de aanwez ighe id  van n j - t raa t  in  he t  med iur .  n ie t  over leven.
S c h u d c u f t u r e s  v a n  w i l d t y p e  i n  e e n  n i t r a a t - v r i l  m e d i u r l  m e t
am. inozuren a ls  de  s t i ks to fb ron  ver toonden echter  s lech te
a r n a i a i a a - c ^ h  e n  n a  u i t D l a t e n  w e r d e n  e r  q e e n  k o f o n i e s
gevonden.  Ze l fs  a Is  schudcu l tu res  werden gekweekt  met
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amnon iunn i t raa t  konden u i tp laa texper imenten a I leen met  suc-
. ê q  r r i  t o c r z o e r d  b ' ó r d e n  a f  s  d e  c e l l e n  w e r d e n  v e r z a r n e l d  o p  f i l -
r - - ^  ^ -  ^ o n  v o c d i n a s l r o d e m  w o r d c n  o ê n l ^ a t s l  
.  E Í .  W e f -L g l  -  g r 1  u g z g  v l v  g g r l  v u s u
d e n  3 9  c h l o r a a L - r e s i s t e n L e  l i j n e n  g e ï s o l e e r d  d i e  n a a r  v e r -
w a c h t i n r l  ,  o m d a t  h e L  m . e d i u n  d a t  g e b r u i k t  w a s  n i t r a a t  b e v a L t e ,
a l l e  e n i g e  r e s i d u e f e  I J R  a c t i v i L e i t  v e r t o o n d e n .  V a n  d e z e  l i j -
n e n  w a r e n  e r  v i e r  n a  t w e e  j a a r  c u l t u r e  o n d e r  n i e t - s e l e c t i e v e
o n r s F : n d i  o h o d c n  n o o  r c q i  q l - ê n l - :  d r i  e  I  i  i n e n  r r e r + o o n r l e n  I . e s i d u -
e - L e  e n z y m a c t i v i l e i L  e n  d e  v i e r d e  e e n  h o o q  n i v e a u  a a n  a c t i v i -
f Ê i I  l - ê + c c ê n  p r  n n  w i i q f  r r i l  r l c z e  I i i n  m o o c l i i k  a e 5 L o 6 r d  í Su u r u r r , e L Y U u r r e f v y
i n  d e  o p n a n ' . e  v a n  n i L r a a t .  V l a a r s c h i ' j  n l i  j k  L e n  g e v o l g e  ' . z a n  C e
l : n o c  f  i i d  c l  i e  d e  q c l a e f i c  n r o c c r i t t r o  v c r o r l c -  k o n d c n  e r  c e e nl v  u r u  ,  J l l r ' s v r r
F f a n t e n  g e r e g e n e r e e r d  ! / o r d e n  v o o r  e e n  g e n e t i s c h c  a n a L : / s e .
l i e t  z o r L  i n t e r e s s a n t  k u n n e n  z i j n  o m  d e z e  v a r i a n t e n  o p  p l a n t
n i v e a u  t e  a n a l y s e r e n .  V a n  d e  m u t a n t e n  v a n  A r a b t d o o s i s  t h a l í '
o n , L ,  d i e  a l s  i n t a c t e  p l a n L e n  i n  a a n w e z i g h e i d  v a n  n j t r a a t  w a -
r e n  o c ï q n l c e r d -  i s  o e l r l e k e n  d a f  z e  w a a r d e V O l -  m . a t e r j a a l  v o r -
r , ê n  \ / ó ó r  d ê n ê ] - i e . h  O n d e r z o e k  a a n  d e  r e d U C t l e  V a n  n i t r a a t .
R a r r a n ^  i  a n  z  i  - i n  Á o  1 - a  l  r i  i k o  n r r l  Á n  l - ê -  ^ ^ - + ^ ^ F i  i  -  n a
__n ,  ges IL ) ( J rq  r n  oe  oPnam.e
r r a n  c h l n r : : l -  , ' l i a  o e ï s o l c e r d  k o n d c n  w o r d c n  n o c  s l - ê ê C S  U n i e k .s  L  
,  
u l u
B i j  a n d e r e  s o o r t e n  z í j n  í n  i s o L a t i e p r o c e d u r e s  m e t  i n t a c t e
p l a n t e n  o f  i n  w e e f s e l k r r e e k  d e r g e l i j k e  m u L a n L e n  n o o i t  g e v o n -
d e n .  F ï e t  z o u  d a a r o m  i n t e r e s s a n L  z i l n  o m  v a s t  t e  s t e l l e n  o f
e r  o n d e r  d e  v a r i a n t e  c e f l i j n e n  d i e  o p  e e n  m e d i u n  n e t .  a m f l . o n i -
u n  n i t r a a t  w e r d e n  g e ï s o l e e r d ,  o p n a n e  n u t a n t e n  a a n w e z j - g  z i ) n .
D e  a a n z e t  t o t  e e n  n i e u w e  b e n a d e r i n g  v o o r  d e  i s o f a t i e
van vo f led ic r  NR def ic iën te  nu tan ten  werd  gegeven toen op
n l a n l '  r ' i r r o : r r  n h l o r a : f - r ê q i  q 1 ê . 1 - ê  n l Ê n t ê n  w c r d c n  c e ï S O f e e f d
u i t  M2-zaad op  een med iur r ,  m.e t  ammoniumsu l faa t  a .1s  s t i ks to f -
b r o n .  D e z e  p l a n t e n  k o n d e n  n i e t  i n  g r o n d  o p g e k w e e l i t  v ; o r d e n .
I n  L w e e  g e v a l l e n  w e r d e n  t e r e  p f a n t e n  v e r k r e g e n  o P  e e n  v l o e i -
h a a r  m e c l  i r r m  h i  j  p a -  h n a a  l , r n L F r r a a h r i a l - r a i n  \ I . h  ^ ó ' ó  D l a n t e n
w e r d e n  e n i g e  F I - z a d e n  v e r k r e g e n  n a  k r u i s i n g  m e t  w i l d t y g e  e n
o p  o n g e v e e r  2 5 e "  v a n  d e  F 2 - z a d e n  k o n  b r o s ,  r e s i s t e n t  c a l l u s
g ie índuceerd  worden.  Deze resu l - ta ten  \^ /a ren  Ce aan le id ing  on
caf lus  te  induceren op  M2-zaden op  een ch lo raa t -bevat tend me-
d i u m .  f n  4 8  l { 2 - g r o e p e n  u i t  e e n  t o t a a f  v a n  4 8 3  \ . { e r d e n  é é n  o f
m e e r r i c r e  r ê q i  q l - ê n t ê  n l  a n f  ê n  o o r z n n d - -  ^ -  i ^  W e f d e nu u r r L c  F  r G i r L c r L  ! s v v r r q s l r  9 L v s r / s
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ten  a l leen  l r ie t  suc-
en  verzameld  op  f i l -
n  o e n ] a a t q f  E r  w e f -
eerd  d ie  naar  ver -
w a s  n i t r a a t  b e v a t t e ,
ronden.  Van deze 1 i  j -
rnder  n íe t -se lec t ieve
rn  ver toonden res idu-
r c  n i r z c : r r  a a n  a c f i V Í -
m o g e l i j k  g e s t o o r d  i s
'  i en  cerzo l  cc  r ran  f lg
' o r i e  
-  k o n d e n  ê r  c ê e n
r n o + i  c a h a  : n a  I . r c o
r r r r i : n + a n  n n  n l  r n
- I ,  I - . ' * . ^ t
t n  A r a b i d o t c s í s  t h a L i -
: h c i  d  r r a n  n i  t r a a t  V / a -
1evo1 rnateriaal- vor-
- rc t ie  van n i t raa t .
stoord in de opname
l e n  n o c  s J - c e r l  q  r r n  i  g ] 3  
.
3dures  met  in tac te
r f  á n f  t r n  n n o i  t  d ê \ / o n -
v a s t  t e  s t e l l e n  o f
3n mediurn net aÍr'm.oni-
tan ten  aanwez ig  z i jn .
d  r r ^ ^ r  Á o  i  q n l : J - i  o
À  a a a a r r o n  + . . À n  ^ n
n v íe rden ge iso leerd
u l faa t  a l -s  s t i ks to f -
opgekweekt viorden.
rk regen oP een v loe i -
id .  Van deze p lan ten
sing net wi ldtyge en
q  
- ,  r e s i  s f e n f  c a 1  1 r 1 g
o n  r l e  a a n l e i r t i n c  o p
ch lo raa t -bevat tend me-
a n  4 8 3  w e r d e n  é é n  o f
deze groepen \^/erden
o n d e r z n c l r f  o n  d e  n r o d r r k t i e  r r a n  é é n  o f  m e e r d e r e  r e s i s t e n t e
ca11 i .  Zevent ien  groepen oaven ten  mins te  een res is ten t  ca1-
l u s .  V a n  d e z e  c a l l i  v / e r d e n  c e l l i j n e n  o p g e z e t .  B i j  a c h t  v a n
de res is ten te  ce l l i j nen  kon een be t rou \^ /bàre  b iochern ische
ana lyse  u i tgevoerd  worden en  a l le  ach t  b leken vo l ]ed ig  NF '
d e f i c i é n t  t e  z i j n .  E e n  n a d e r e  k a r a k t e r i s e r i n g  w e e s  u i t  d a t
a l le  l i j nen  gemuteerd  waren in  de  func t ies  van de  co fac tor
van he t  NR molecuu l .
E é n  v a n  d e  l i j n e n  ( G I )  k o n  g e n e t i s c h  g e a n a l y s e e r d  w o r -
den op  p lan t  n iveau en  werd  u i tgekozen voor  nadere  karak ter i -
ser ing  (hoofds tuk  5) .  De resu l ta ten  g faven aan da t  de  ce1cu l -
tu re  a ls  een ex t ra  hu lp rn idde l  voor  de  ana lyse  op  p lan t  n i -
veau,  een e f f i c iën te  man ier  i s  om Drob l -emen,  d ie  samenhangen
m . e t  d e  ( s e m i - )  l e t h a l e  e f f e c t e n  v a n  m u t a t i e s  o p  p l a n t  n i v e a u ,
te  vermi jden en  da t  deze cor .b ina t ie  van techn ieken in  sommige
d ê \ / á ' l  l e n  h e l - e r o  r ê q r r l 1 - À l - ê n  k a n  o n l e v e f e n  d a n  d e  i s o l a t i e  v a n
mutanten  in  ce lcu l tu res  gevo lgd  door  de  regenera t ie  van mu-
t a n t e  p l a n t e n .  G I  b l e e k  n i e t  a 1 f e l  t e  z í 1 n  m e t  t w e e  a n d e r e
cofac tor  mutanten  van Arab ' ídops is .  B iochemische tes ten  op
c a l l u s  w e z e n  u i t  d a t  G l  g e s t o o r d  i s  i n  d e  k a t a l y t i s c h e  r o 1
van de  co fac tor .  Het  verwe lken van Gl -p fan ten  onder  cond. i -
t íes  van watergebrek  kon worden toegeschreven aan n ie t -
s fu i tende s tomata .
D ê  o n n a m ê  m l l + r h + ó h  ó ó h  - h À ó r ê  k I a S S e  V a n  C h l o l . a a t -L e r r  t  u v r r
res is ten te  mutanten ,  v /e rden op  ce1 lu l -a i r  en  D1ant  n iveau be-
s t u d e e r d  ( h o o f d s t u k  6 ) .  H e t  l e e k  i n t e r e s s a n t  o m  d e  e x p r e s s j - e
van de  rxu ta t ie  in  de  n í t raa t -opname mutant  B I  in  p ro top las-
ten en het effect van de nutat ie in Bl op de opname van an-
dere  ionen dan n i t raa t  en  ch lo raa t  te  bes tuderen.  Fro top las-
ten  b feken echter  minder  gesch ik t  te  z i jn  voor  derge l i i ke
s t u d i e s  o m d a t  h u n  e n e r g e t i s c h e  t o e s t a n d  n a  i s o l - a t i e  e n e r g i e -
a fhanke l i j ke  opname van ionen verh lnderde.  Submerse cu l tu res
van zaa i l ingen b l -eken we l  b ru ikbaar  en  he ' t  b leek  da t  in  B1
s ign i f i can t  minder  rad ioac t ie f  ch lo raa t ,  ch lo r ide  en  rub id ium
werd  opgehoopt  dan in  w i ld type.  De j -n f lux  van su l faa t  vermin-
derde n ie t  in  B I .  Er  werd  geconc ludeerd  da t  de  nu ta t ie  in  81
de opnarne van éénwaard ige  ionen be ïnv loedt  maar  n ie t  de  opna-
me van tweev/aard ige  ionen.  De resu l ta ten  l ie ten  z ien  da t  b i j
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onderzoek naar de opname van ionen submerse cultures een a1-
te rna t ie f  vormen voor  ce lcu l tu res .
Tens lo t te  kan opgemerk t  worden da t  aan de  recente l i j k
ontstane behoefte aan biochemische merket 's in de sor.t-at ische
ce lgenet ica  word t  vo ldaan c loor  de  iso la t ie  van var ian te  ce l -
t i jnen  in  p ro top las ten  o f  schudcu l tu res .  Voor  de  genet ische
analyse op plant nlveau n-oeten echter planten geregenereerd
worden.  Derge l i j ke  regenera-n ten  ver tonen vaak  mor fo log ische
afw i jk ingen en  chrom-osomale  ins tab i l i te i t .  Een andere  bena-
der ing ,  namel i j k  se lec t ie  van m.u tan ten  op  p lan t  n iveau en
vervolgens het uitvoeren van technieken uit  de weefselkweek
zou de vooruitzichten van de celculture voor praktische toe-
pass ingen kunnen verbeteren .  Voor  soor ten  a l -s  Arabídops ís ,
die grote hoeveelheden zaacl produceren en die een korte ge-
nera t ie t i jd  hebben,  zou deze benader ing  bovend ien  t i jdsbe-
s p a r e n d  k u n n e n  z i i n .
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